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Résumé

Le travail réalisé porte sur le dosage des alpha-amylase dans deux cultivars de blé
(Mohammed ben Bachir et Boussallem) au stade de la germination.

Le processus d'imbibition dépend entierement des types de graines utilisees. Le
cultivar Mohammed ben Bachir a enregistré la valeur d'absorption d'eau la plus élevée
par rapport au cultivar Boussallem.

L'aspect biochimique représenté par l'activité enzymatique des a-amylases
montre que lors de la germination ces enzymes sont disponibles et que leur activité
augmente avec le temps de germination. Les graines germées apres 24 heures ont
enregistré une valeur plus élevée pour Mohammed ben Bachir 1115,78 pmol/min que
pour Boussallem 791.044 umol/min. Et les résultats ont montré qu'apres 48 heures, le
taux d'amylase était plus pour Mohammad ben Bachir 1899, 64 umol/min par rapport
au type Boussallem 1468 umol/min. De sorte que les graines germées apreés 48 heures
ont enregistré une valeur plus élevée qu'apres 24 heures dans les deux types. L'activité
de I'amylase reste liée a la nature des génotypes étudiés.

L’ hydrolyse de I'amidon et la libération de sucres solubles simples présente une
haute valeur dans le génotype Mohammed ben Bachir 2.90 mg/g MS versus le

génotype Boussallem 2.11 mg/g MS.

Mots clés :blé, germination, amidon, a-amylases, activité amylasique, sucre soluble



Summary

The executed work deals with the dose of alpha-amylase in two wheat
cultivars (Mohammed ben Bachir and Boussallem) during the germination stage.

The process of imbibition depends entirely on the types of seeds used. The
Mohammed ben Bachir cultivar recorded the highest water absorption value
compared to the Boussallem cultivar.

The biochemical aspect represented by the enzymatic activity of a-amylases
shows that during germination these enzymes are available and that their activity
increases with the time of germination. The seeds sprouted after 24 hours recorded a
higher value for Mohammed ben Bachir 1115,78 pmol/min than for Boussallem
791.044 pmol/min. And the results showed that after 48 hours, the amylase rate was
more for Muhammad ben Bachir 1899, 64 umole/min with regard to the type
Boussallem 1468 pmol/min. So that the germinated seeds after 48 hours recorded a
higher value than after 24 hours in both types. The activity of amylase remains related
to the nature of the studied genotypes.

Starch hydrolysis and release of simple soluble sugars shows high value in
Mohammed ben Bachir 2.90 mg / g DM genotype versus Boussallem 2.11 mg/ g DM

genotype.

Key words: wheat, germination, starch, a-amylases, amylase activity, soluble sugar
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Introduction

Introduction

La découverte du blé remonte a 15 000 av. J.-C. dans le Croissant fertile, une vaste région
comprenant la vallée du Jourdain, les régions contigués de la Palestine, de la Jordanie, de I'lrak et de la
bordure occidentale de I'lran (Feldman et Sears, 1981 ; Mouellef, 2010)

Sur le marché mondial, 1’ Algérie demeure toujours parmi les grands importateursde céréales en
particulier le blé dur et le blé tendre du fait de la faible capacité de la filiere nationale a satisfaire les besoins
de consommation croissantes de la population. En effet, la production locale de céréales ne couvre qu’un peu
plus de 30% des besoins du pays (Smadhi et Zella, 2009 ; Ammar, 2014).

Les enzymes appartenant a la famille des hydrolases telles que les -amylases sont parmi les enzymes
les plus importantes au niveau industriel, ce qui en fait I'un des principaux outils de la biotechnologie (L.ittle,
2004). En effet, le marché mondial des enzymes est représenté par 80% d'hydrolase, surtout amylase et
protéase (Morvan, 2010).

En Algérie, I'alpha amylase est utilisé dans diverses industries (pain, biscuiterie, amidon, etc.), ce qui
nécessite la mise en place d'ateliers locaux pour la production de ces enzymes.

L’alpha-amylase est présente dans I'embryon ou germe de grains de bléou elle transforme I'amidon en
sucre dans le grain en germination, et de méme liquéfie les granules d'amidon dans la farine de blé lorsqu'on la
mélange a de I'eau pour en faire de la pate a pains(Heller et al, 2004).

Les amylases sont des enzymes qui catalysent I'nydrolyse de I'amidon. lls ont le rdle de rompre les
liaisons glucosidiques spécifiques de ’amidon en présence de 1’eau.Cependant, il n'investit que la présence
d'une activité enzymatique suffisante, telle que I'alpha-amylase, qui non seulement hydrolyse I'amidon mais
est également responsable de la remobilisation des réserves de glucides vers 1I’embryon. Cependant, une fois la
germination commencée, I'embryon et les couches environnantes de I'albumen amylacé produisent I'enzyme a
un rythme accéléré.(Heller et al, 2004).

Au cours de la germination des grains de céréales, 1'a-amylase dans la couche d'aleurone joue un réle
important dans I'nydrolyse de I'amidon de I'endosperme en sucres métabolisables, qui fournissent de I'énergie
pour la croissance des racines et des germes (Akazawa et Hara-Mishimura, 1985 ; Beck et Ziegler, 1989).
L'amylase est produite dans les graines aprés avoir absorbé I'eau du sol. L'amidon est décomposé en maltose,
ce qui facilite le processus de germination.

Le présent travail consiste a évaluer I’activité des a-amylases au cours de la germinationde deux
variétés de blé. (Variété Mohamed ben Bachir et variété Boussallem).
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Chapitre | Le Blé

I-Blé
1.-Définition et origine

Le blé est une herbacée autogame de la famille des Poaceae appartenant au genre Triticum.
Cette plante annuelle produit un fruit sec indéhiscent, le caryopse. Le blé tendre (Triticum aestivum) et le
blé dur (Triticum durum) sont les deux espéces les plus cultivées dans le monde (Bolot et al.,
2009 ;Feuillet, 2000).

Le blé tendre (Triticum aestivum) et le blé dur (Triticum durum) sont les deux espéces les plus
cultivées dans le monde. Le blé tendre est constitué de trois genomes possédant chacun 7 paires de
chromosomes homéologues, soit 42 chromosomes au total. 1l possede une structure génomique
hexaploide (AA BB DD) et le blé dur une structure tétraploide (AA BB) (Chapman, 2009)

Triticum beoticum Triticum urartu Triticum sect. Sitopsis Triticum tauschii

AA AA BB Aegilops squarrosa
Hybridatjetis \
-1 nagurélles

Triticum speltoides

Sauvages Triticum dicoccoides BB
AABB
domestication -12000
: j1oooo Triticum dicoccum =
Triticum monococcum (amidonnier) Hybridations
(engrain) AABB natyfelles
AA
e Blés hexaploides
= Z AABBDD
Triticum turgidum T
(blé poulard) = \-9000
AABB 0, I Triticum spelta A -
sélection (épeautre) Triticum aestivum
AABBDD (blé tendre)
Cultivés ) ~2000 AABBDD
Triticum durum
(blé dur)
AABB

(AA, BB, DD : génomes ; -10000 : nombre d’années avant I’histoire).
Figure 01 : Origines et généalogie du blé (Naville, 2005).

2-Classification
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Selon Feuillet (2000), le blé est une herbacée annuelle, appartenant au groupe des céréales a paille,
classée de la maniére suivante :

Embranchement Spermaphytes

S/Embranchement Angiospermes

Classe Monocotylédones

Ordre Poales

Famille Graminacées

Genre Triticum

Espéce Triticum durum /Triticum aestivum

3-Biologie du blé

Le blé est une herbacée autogame, de hauteur moyenne avec des inflorescences en épi terminal
(Soltner, 1990).

3-1-Le systeme radiculaire est composé de deux systemes successifs: des racines primaires ou
séminales, fonctionnelle de la levée au début du tallage et des racines secondaires ou de tallage (ou
coronales) qui apparaissent au moment ou la plante émet ses talles et se substituent progressivement aux
précédentes (Soltner, 1990).

3-2-Le systeme aérien est constitué d’une tige cylindrique dressée, décomposee en ramification appelée
thalles formeés a partir des bourgeons auxiliaires des noeuds. Chaque talle est formée d'une tige feuillée
ou chaume portant a son extrémité une inflorescence.

3-2-1-Les feuilles Alternes, longues avec des nervures paralléles reliées a la tige par une gaine.
3-2-2Les inflorescences Composées d’épis, chaque épi est muni d’un rachis portant des épillets séparés

par de courts entre-noeuds (Bozzini, 1988). Les épillets comptent deux glumes (bractées) renfermant de
deux a cing fleurs distiques.

4-cycle de développement

Selon (Gate, 1995 ; Soltner, 2007) Le cycle de développement du blé présente trois phases
distinctes marquées par des stades reperes:

4-1-Période végeétative correspondant a la mise en place de la plante. Elle s'étend de la germination en
passant par le tallage jusqu’a I'ébauche de 1'épi
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4-2 -Période reproductrice, comprenant la formation et la croissance de 1'épi. Elle s’étend du stade
montaison au stade floraison

4-3-Période de maturation, marquée par I’arrét de la croissance des feuilles et des tiges. Les produits de
’activité photosynthétique sont dirigés par remobilisation, vers le grain. Ce dernier grossit, met en place
ses enveloppes et accumule des éléments nutritifs.

5-Structure et composition du grain de blé

Le grain de blé est constitué de 3 grandes parties : le germe, 1’albumen et les enveloppes 11 est
constitué majoritairement d’amidon qui représente environ 70% de la maticre séche du grain et qui est
situé dans I’albumen. Les protéines représentent entre 10 et 15% de la matiere séche et se retrouvent dans
tous les tissus du grain de blé avec une concentration plus importante dans le germe et la couche a
aleurone (Pomeranz, 1988). Les pentosanes (polysaccharides non amylacés) représentent quant a eux
entre 2 et 3% de la matiere séche et sont les principaux constituants des parois cellulaires de 1’albumen
(Pomeranz, 1988).

Le grain de blé ou le caryopse est un fruit sec indéhiscent constitué de substances de réserves,
d’amidon, environ 70%; de protéines (10%) ainsi que de fractions mineures de lipides, cellulose,
minéraux et vitamines (Feillet, 2000 ; Bewley et al., 2013). Le poids et la composition du grain varient
selon les espéces et les variétés (Soltner, 2007), il peut en revanche, étre modifié ou amélioré par des
pratiques agricoles ou les conditions de maturation (Bewley et Black, 1994).

Le grain se compose de trois parties distinctes (Fig.2)
5- 1-L’embryon (ou germe) : Il est formé de 1’axe embryonnaire (ou se trouve la radicule
et lecoléorhize), et d’un cotylédon qui forme le scutellum. La base correspond au coléoptile (Bewley et

al., 2013).

5-2-L’endosperme : C’est le tissu de réserve, il représente 83 a 85% du poids de la graine (Soltner,
2007). Il est de type albuminé (endospermique) pour la majorité des céréales. En plus de son réle dans le
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stockage des réserves, il assure la régulation de I’eau de I’embryon au cours de la germination (Bewley,
Black, 1994).

5-3-Les enveloppes : Elles représentent 14 a 15% du poids du caryopse (Soltner, 2007). Elles sont
formées de la couche a aleurone (assise protéique), de I’épiderme du nucelle ou le périsperme, de
I’épicarpe et le testa (tégument séminale).

Silon

Albumen s

Figure 02:Histologie du grain de blé (Surget et Barron.2005)
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I1-La germination

La germination est une phase physiologique qui correspond a la transition de la phase de vie
latente de la graine séche a la phase de développement de la plantule. Le processus de germination
commence dés que la graine séche est hydratée. La prise d’eau correspond a la reprise du métabolisme
(absorption de 1’eau, imbibition, respiration, activités enzymatiques) d’un embryon, jusqu’a ce qu’il
devienne une jeune plante autotrophe (Beule et al, 2007).

La germination est I'ensemble des phénomeénes par lesquels les semis sont utilisés. Lorsque la
vie ralentit dans la graine mdre, commence un vie active et se développe grace aux réserves contenu dans
cette derniére (Mazoyer, 2002). La germination commence lorsque les graines commencent a absorber
I'eau, ce qui entraine une sortie des racines (Roget Prat, 2007).

Suivant la conception des physiologistes, la germination commence avec 1I’imbibition de la
graine et finit avec la percée des téguments par la radicule ou par I’hypocotyle s’il sort le premier, les
étapes ultérieures étant des étapes de croissance (Beule et al, 2007).

Pour beaucoup d’auteurs «La germination» correspond au passage de la graine de la vie ralentie a
la vie active (Lafon et al., 1998).

En physiologie végétale, la germination est le phénomeéne par lequel I’embryon croit en utilisant
les réserves de la graine ce qui lui permet d’atteindre 1’autotrophie (Lafon et al, 1998).

Selon Copland et Mc Donald(2001), la germination est I’émergence de I’embryon indiquant la
capacité a produire une nouvelle plantule sous des conditions favorables.

Alors que pour Maransari et Smith (2014), elle correspond a un mécanisme au cours duquel des
changements morphologiques et physiologiques résultant de I’activation de I’embryon s’opérent..
le premier phénomeéne réside dans une imbibition de la graine c'est-a-dire une phase d’hydratation du
protoplasme qui amene la teneur en eau a environ 50 a 60 % du poids frais.

Cette phase d’hydratation permet la reprise des activités métaboliques qui se manifeste tres
rapidement dans le début de I’imbibition(Beule et al, 2007).

10
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1-Mécanismes de la germination :

Bewley et al (2013), indique que le processus de germination commence par la consommation ou
I'absorption d'eau par les graines et se termine par I'émergence de I'axe embryonnaire (radicule) a travers
la structure environnante. La consommation d'eau se déroule en trois étapes distinctes:

Quantifé d'eau absorbée

1: La phase dimbibition.
2 : La phase de germination sensu stricto.

3 : La phase de croissance.

Temps

Figure 03: Courbe théorique de la germination

La premiére phase : c¢’est la phase d’imbibition de la graine qui se traduit par une augmentation
réguliére de I’activité respiratoire (come, 1970 ; Mazaliak, 1982) Marquée par une rapide
et intense absorption d’eau conduisant au gonflement de la graine (Bewley, 1997).

La deuxieme phase : ¢’est la germination sensu stricto elle est marquée par un arrét de 1’absorption de
I’eau et une activité respiratoire régulicre (Mazaliak, 1982). Elle s’achéve avec 1’émergence de la

radicule hors des téguments séminaux (Heller et al, 2004).

La troisieme phase : elle est caractérisée par une reprise de I’absorption de I’eau et une activité
respiratoire de plus en plus importante due au développement de la radicule (Mazaliak , 1982).

D’apreés plusieurs auteurs, I’hydratation de la graine est accompagnée par un échange de
substances, c’est le cas de 1’oxygeéne qui suit les mémes phases d’absorption que 1’eau (Bewley, 1997 ;

Lafon et al., 1998).

—
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2-Conditions de la germination :
L’induction de la germination n’est possible que si certaines conditions sont respectées
2-1-L’eau

Elle est considéré comme le facteur limitant du retour a la vie active, car de petites quantités d'eau
suffisent alors qu'un excés excessif peut entrainer des dommages tels que 1'asphyxie du feetus (Lafon et

al., 1998; Schmidt, 2000).
2-2-La température

Elle agit directement sur la germination en stimulant I'activité enzymatique en accélérant les
réactions chimiques (Lafon et al ,1998; Soltner, 2007).

Selon Céme et Corbineau (1989), les grains d'aloumen (blé et orge) sont difficiles a germer a des
températures modérées mais germent facilement a des températures comprises entre 5 et 10°C (Bozzini,
1988).

D’apres ( Lafon et al(1998), I'origine géographique de I'espece joue un réle dans le comportement
de germination. En effet, les espéces climatiques tempérées préferent des températures de germination
comprises entre 10°C et 20°C.

2-3- L’oxygene

Bien que de faibles niveaux soient parfois suffisants pour la plupart des especes, I'oxygene
demeure un facteur clé de la germination (Bewley et Black, 1994; Céme et Corbineau, 1995; Copland
et McDonald, 2001; Bewley et al, 2013).

Dans les grains albumineux, Corbineau et Come (1995), montré que les graines peuvent
germer avec une quantité d'oxygéne inférieurs a 1%.

D’ apres Lafon et al (1998), Indique que les apports d’oxygéne dépendent fortement de 1’eau et
de la température : en effet, la solubilité de I’oxygeéne est inversement proportionnelle a la température ce
qui conduit a une diminution de la solubilité¢ d’O2 dans I’eau a température €levée, alors que 1'oxydation
des composés phénoliques augmente.

12
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2-4 La lumiére

C'est un agent qui fonctionne sur les graines sensibles a la lumiere. Le blé est indifférent a ce
facteur (Lafon et al., 1998).

Une foule d'autres facteurs sont impliqués dans le temps de germination mais aussi tout au long de la vie
de la graine, elle exerce une influence sur le comportement de cette derniere.

En ce sens, Chibi et Sayah (2001), rapporté que les pesticides résiduels dans le sol peuvent affecte
négativement le processus de germination.

13
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I1-L’a-amylase

L’a-amylase est une macromolécule appartenant a la classe des protéines globulaires, de type
endoglycanases, de la classe des hydrolases, qui agit sur les liaisons o (1-4) de I’amidon. Son action
fournit des le début un mélange de glucose, de maltose et de dextrines. En fin de réaction elle fournit du
glucose et des résidus correspondant aux liaisons a (1-6) situées aux points de ramification des chaines
(Raimbault, 1981; Alais et al., 2008).

L'a -amylase (EC3.2.1.1) est une enzyme digestive classée comme glycosidase Durant la
germination, I'amidon de I'albumen est hydrolysé en sucres solubles réducteurs sous I'action de
I'o —amylase. (Hagq et al., 2002)

Cependant, Si un grain est coupé en deux dans le sens de la largeur, seule la moitié contenant
I'embryon produit des sucres réduits a partir de I'amidon; L'embryon est nécessaire a la production
d'a-amylase par la «couche d'aleurone. (Haq et al., 2002)

C'est une enzyme vegétale généralement obtenu par extraction a partir des céréales, en
particulier du blé, de I'orge, du son ou du riz (Srinivasa Rao et al., 2004). Souvent, elle se forme lors de
la germination des graines, qui nécessitent une activité enzymatique trés importante pour le
conditionnement des réserves et le développement embryonnaire (Brawn et Kelly, 1993; Charles et al.,
2003)

1-Structure des o amylase:

les a-amylases sont considérées comme des glycoprotéines renfermant 478
acides aminés répartis en deux domaines globulaires appelés A (1-380 résidus) et B (381-478
résidus) .Ces domaines sont associés par une chaine polypeptidique constituée principalement
de résidus hydrophobes. La partie glucidique est formée essentiellement de mannose.
Les résidus constituant le site de fixation du substrat, ainsi que ceux constituant le site
catalytique sont localisés dans le domaine A, qui montre que I' a-amylase est formée de huit
feuillets B plissés et de huit hélices a (Chiba, 1988 ; Burhan, 2003).

15
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Figure 04 : représentation des structures secondaires et tertiaires de I’alpha amylase (kadziola et al ,1994).

2-Nomenclature:

Le tableau 1 récapitule les différentes nomenclatures d’a-amylase.

Tableau 01: Différentes nomenclatures d’a-amylase (Mercier, 1985).

glucanohydrolase

Nom Non codifié Nom Synonymes
recommandé systématique
Alpha-amylase E.C.3.211 a (1 -4) D-glucane | glycogenase, endoamylase, maxilase,

taka-amylase A, takatherm,
thermolase, amylotherm, clarase,
amylopsin, spitase CP1

3-Sources des a-amylases

Les a-amylases sont des enzymes produites par les plantes, les animaux et les microbes,
ou elles jouent un réle dominant dans le métabolisme des glucides (Sivaramakrishnan et al,

2006).

Selon (Heller et al, 2000) 1’a—amylase d'origine végeétale est synthétisee dans la couche

d'aleurone.

L'a—amylase d'origine vegétale et microbienne est utilisée depuis des siécles comme
additifs alimentaires. (Sivaramakrishnan et al, 2006).

16
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4-L’activité alpha amylase:

Les réserves d'amidon sont maintenues tout au long de la dormance de la graine, et la dégustation
de la graine permet la reprise d'activité. L'amidon se transforme en sucres que la plante utilise pour sa
croissance. L'alpha-amylase est produite au cour de la germination des graines, elle dégrade les liaisons
al-4 dans les chaines d'amylose produites par le maltose (Charles et al., 2003).

L’a -amylase est une enzyme qui décompose I'amidon. Dans la graine, elle est synthétisée par la
couche d'aleurone (le siége de la couche de graine) qui est hormonalement stimulée par I'embryon.
Ces enzymes contribuent a I'nydrolyse compléte de I'amidon qui est un polymere de glucose et la
principale forme de réserve de glucides produite par les plantes lors de la photosynthése (Nielson et al.,
2001 ; Burhan, 2003).

L’a -amylase joue un réle important dans le métabolisme des plantes, elle participe a I'nydrolyse
de I'amidon en produisant des sucres réducteurs en dégradant les liaisons glycosidiques o (1 — 4) au sein
des chaines d’amylose et d'amylopectine pour donner des et molécules de maltose et de glucose (a-
glucose disaccharides) détectées par la Liqueur Starch de Fehling de couleur bleue par I'iode (réactif de
Lodo-iodine) (Charles et al., 2003 ;Badot et Merlin, 1984).

5-Mécanisme d’action

Le mécanisme d'action de I' a-amylase nécessite la participation de trois fonctions du site actif
impliquant un attaquant nucléophile, un stabilisateur de la charge positive de I'atome attaqueé et un
donneur de proton au groupe déplacé ; ceci signifie que la rupture de la liaison osidique fait intervenir une
série d'échanges d'électrons et de protons entre certains résidus de I'enzyme et du substrat. Les groupes
impliqués dans la réaction du site actif sont deux acides carboxyliques et un noyau imidazole (Parkc et
al., 1997).

Ce mécanisme est une caractéristique de I'enzyme et selon les conditions expérimentales
(température, pH, taille et structure du substrat), I’enzyme peut utiliser 1’'un ou I’autre des mécanismes et
méme une combinaison entre plusieurs mécanismes (Mazur et Nakatani, 1993 ; Nielson et al., 2001):

5-1 - Attaque aléatoire: I’a-amylase hydrolyse aléatoirement les liaisons glucosidiques, libérant deux
fragments, qui seront seéparément attaqués.

5-2- Attaque préferée: I' a-amylase montre une préference pour certaines liaisons dans le substrat.
5-3- Attaque répétitive: elle implique le déplacement de I'enzyme tout au long de la chaine du substrat,

pour hydrolyser les liaisons glucosidiques sans se dissocier du substrat (Berry et Paterson, 1990 ;
Scriban, 1999).
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Fogarty et Kelly (1980), signalent que les a-amylases sont des métallo-enzymes a
calcium, vu la nécessité des ions calcium a I'activité enzymatique et au maintien de la stabilité de
la structure en acides aminés de ces enzymes.

6- Influences du milieu sur ’activité des a-amylases
De nombreux facteurs physiques et chimiques sont connus pour influencer la production d'alpha-
amylase, tels que la température, le pH, la période d'incubation, les sources de carbone agissant comme
catalyseurs, les sources d'azote et de phosphates, divers ions métalliques et I'humidité. Les interactions de
ces parameétres auront un impact significatif sur la production et I'activité de I'enzyme.
(Sivaramakrishnan et al., 2006).

6-1 Effet de la température

L'effet de la température sur la production des a-amylases est lié a la croissance de I'organisme.
La plupart des études sur la production d'amylase ont été réalisées avec un milieu fongique a une
température de 25 a 37 °C(Sivaramakrishnan et al., 2006).

6-2 Effet du pH

Le pH est connu pour affecter la synthese et la sécrétion de I'a-amylase, tout comme
sa stabilité (Sivaramakrishnan et al., 2006). La stabilité de I'enzyme montre un optimum a une
valeur de pH spécifiques (Buckow et al, 2006).

6-3 Les sources de carbone

Selon Sivaramakrishnan et al (2006), des sources de carbone telles que le galactose, le glycogéne
et I'inuline ont été signalées comme substrats appropriés pour la production d'amylase par
B. licheniformis et Bacillus sp. L'amidon et le glycérol sont connus pour augmenter la production
d'enzymes

6-4- Les sources d'azote
La farine de soja s'est avérée étre la meilleure source d'azote pour la production d'a-amylase
par Bacillus sp. I-3. La peptone a augmenté l'activité enzymatique, tandis que I'extrait de levure n'a
montré aucun effet sur la production d'alpha-amylase (les souches de B. sécretent 0,5% de maltose avec

une forte variabilité (Sivaramakrishnan et al., 2006).

6-5- Effet des ions métalliques
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L'ajout de CaCl, au milieu de fermentation a augmenté la production de I'enzyme. Les résultats

positifs de I'effet du CaCl; (0,1%) et du NaCl (0,1%) sur la production d'a-amylase ont été enregistrés en

utilisant des feves d’Amaranthus comme substrat. LiSO4 (20 mM) et MgSO, (1 mM) ont augmenté la
production d'a-amylase par Bacillus sp. I-3 (33,56), mais FeCl; et MgSO, ont un effet négatif sur sa
production (Sivaramakrishnan et al, 2006).

6-6- Effet des métaux lourds

L'activité de I'amylase totale et en particulier I'activité de I' o -amylase a été significativement
réduites par des concentrations plus élevées de Cd, ce qui est cohérent avec les effets de concentrations
plus élevées de Cu*, Cd** et Hg** sur la germination du riz, l'arséniate et I'arsénite sur la germination du

blé (HE et al., 2010) .

7-. Utilisation des a-amylases

Le tableau presente les différents domaines d'utilisation de I' « —amylases

Tableau 02 : Utilisation des amylases dans divers secteurs de 1’industrie

Domaines

Utilisation

Industrie alimentaire

La production de sirops de glucose, glucose cristallisé)

La production de sirops de maltose

Réduction de la viscosité des sirops de sucre

Réduction de la formation de brume dans les jus

Solubilisation et saccharification de I'amidon pour la fermentation
de I'alcool dans les industries de la brasseri

(Sivaramakrishnan et al., 2006)

Glucoserie

Solubilisation de I’amidon, accompagnée d’une chute importante de
la viscosité (liquéfaction) (Alais et al., 2008).

Industrie du papier

Réduction de la viscosité de I'amidon pour le revétement d’un
papier approprié (Sivaramakrishnan et al., 2006)

Détergent

Utilisé comme additif pour éliminer salissures a base d'amidon

Industrie textile

Dimensionnement des fibres textiles(Sivaramakrishnan et al.,
2006)

Industrie
pharmaceutique

Traitement de diabéte et de I’obésité (Nielson et al., 2001).
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Objectif de I’expérimentation

L’objectif de ce travail repose sur le dosage des alpha amylase du grain de blé au cour de la
germination, basé sur les parameétres physiologiques a travers 1’évolution de I’imbibition des graines et
I’étude des paramétres biochimique selon I’activité enzymatiques.

1- matériel végétal

L’étude porte sur deux variétés de blé dur (tableau03)

Tableau03 : Caractéristiques générales des deux variétes de blé étudiées (CNCC, 2009).

Caractéristiques Boussallem Mohamed Ben
Bachir
Fiche Origine Algérie Algérie
Varietal
Premiere | Pigmentation Nulle a trés faible | Nulle atrés faible
feuille anthocyanine
Plante - Porte au tallage | - Mi dressé a - dressé
mi étalé
- Présence des - nulle a trés
plantes ayant la | - nulle a tres Faible
derniére feuille Faible
retombant
- Hauteur (tige,
épi et barbe) - Moyenne - Longue
Epoque de | - lerépillet - Précoce -Tardive
Désignation | I’épiaison | visible sur 50 %
du des plantes
caractere Tige - Pilosité du - nulle a trés - nulle a trés
dernier noeud Faible faible
Barbe -Distribution - sur toute la - sur toute la
Longueur longueur
- Couleur - noire
Epi - Couleur ala - Blanc -Faiblement
maturité Coloré
- Forme en vue - Pyramidale - Pyramidale
de profil
- Compacité - Moyenne - Moyenne
Graine - Forme - demi allongé - allonge
- Colorationau | -nulle a trés -nulle a trés
phenol Faible faible
Type de développement Hiver Hiver
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Mohamed ben bachir boussallem
Figure05 : les deux variétés de blé (originale).
2-conduite de I’essai

L’expérimentation est conduite au niveau de la faculté des sciences et technologie de I’université
EL -Wancharissi de Tissemsilt.

3-condition de la conduite de I’expérimentation
3-1 L’aspect physique de la germination des graines

Les graines sont désinfectées par trempage durant 5 minutes dans 1’eau javellisée puis rincée deux
fois a I’eau distillée.

Les graines sont mises a germer dans des boites de pétri stériles contenant du papier buvard stérile
imbibé d’eau distillée. Chaque essai de germination est conduit en trois répétitions a température

comprise entre 15 et 17°C (Fig. 04)

Les critéres de germination retenue correspondent au moment ou la radicule a percé les
enveloppes.

La prise de poids des graines est effectuée chaque six heures le long de la période de
germination. Des courbes d’évolution d’absorption d’eau par les graines ont éte réalisées.
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4- L’aspect biochimique de la germination des graines

Les différents essais entrepris dans ce volet englobent 1’estimation de la réactivation de
’activité enzymatique impliquée dans la remobilisation des réserves glucidiques.

4.1. Dosage de I'activité des amylases des graines mises en germination

Au cours de la germination de la graine, l'activité des amylases est indispensable pour la
remobilisation des ressources glucidiques, mises en réserve sous forme d'amidon. Les amylases catalysent
I'nydrolyse de I'amidon suivant une activité progressive et liberent des molécules de courtes chaines
osidiques pour aboutir au maltose et peu de glucose.

a) réalisation de la courbe d’étalonnage
La réduction en milieu alcalin de 1’acide 3-5 dinitrosalicylique par le maltose, provoque une
coloration orangée dont I’intensité est proportionnelle a la concentration en glucide.

A partir d’une solution meére de maltose (1g/l) on réalise dans les tubes a essai une gamme
étalon dans du tampon acétate (acide acétique, acétate de sodium 10mM, pH 4.8) a des dilutions de
1/10,1/5,1/3,1/2 atteignant un volume final de 1ml. On préleve 0.5ml de chaque dilution dans des tubes a
essai, a lequel on ajoute 0.5ml de réactif, constitué de 70ml NaOH (2N),1g I’acide 3-5 dinitrosalicylique ,
30g de tartrate K/Na et 100ml d’eau distillée. L’ensemble est mélangé délicatement. Les tubes sont placés
dans un bain marie bouillant pendant 15mn, ensuite on les laisse refroidir. Le dosage est effectué par un

spectrophotomeétre a une longueur d’onde A=530nm.

b) Extraction du complexe enzymatique

L'extraction du complexe enzymatique est produite en deux temps du processus de germination
des graines, 24 et 48 heures.

Le substrat de I'extraction est constitué de 1g des graines. L’ensemble est broyé dans 20 ml de

solution tampon (acide acétique et acétate de sodium) a pH 4.8 et filtré. Le filtrat est recueilli dans un tube
eppendorf de 1.5 ml, puis centrifugé pendant 10 min a 8000g et a 4 °C. Le surnageant est récupéré

(extrait A).
) Dosage de I’activité des a-amylases

Prendre de chaque eppendorf 1 ml d’extrait A diluée a lequel on ajoute 0.5 ml de solution

d’amidon a 1% (dilution dans la solution tampon acétate pH 4.8), passer au vortex et laisser incuber au
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bain-marie a 25°C pendant 20min. Ajouter ensuite 0.5 ml du réactif contenant ’acide dinitrosalicylique
permettant le dosage simultané du maltose formé. Mettre I’ensemble dans un bain-marie bouillant
pendant 10 min, refroidir puis doser au spectrophotometre a A=530nm. Les concentrations de maltose

libére sont exprimées en pmoles/min.

5- Dosage des sucres solubles

Le principe de la réaction est basé sur la condensation des produits de dégradation des oses
neutres par 1’acide sulfurique. Ce dernier trés concentré transforme a chaud les oses en dérives furfural
qui donne une coloration bleue avec I’anthrone. Les solutions d’extraction sont dosées par la méthode
colorimétrique a 585 nm.

Le matériel végétal prélevé, 100mg de la graine est introduit dans un tube a essai contenant
5.25 ml d’éthanol a 80%, pendant 24 heures. 1ml est prélevé de I’extrait préalablement dilué 10 fois avec
1’éthanol 80% (réactif A).

4ml de réactif composé de 2g d’anthrone pur additionné a 1 litre d’acide sulfurique a (95%)
(réactif B) sont ajoutées au réactif A. le réactif B est préparer 04heures a I’avance avant la réalisation de
I’essai. L’ensemble est délicatement mélangé et maintenu dans la glace fondante.

Apres agitation les tubes sont placés dans un bain marie a 92°Cpendant 8min et ensuite le tout

est refroidir pendant 30min a I’obscurité.

L’absorbance est lue au spectrophotométre a une longueur d’onde de 585nm et la concentration
est exprimée en mg/g de MS.

6-Estimation de la faculté germinative
Faire germer 10 graine de chaque génotype dans une boite pétri couvert du papier filtre et

imbibé .Mettre les boites dans une étuve a température controlées (25°C) et laisser germer.

Apres 108 heures, les retirer pour compter le nombre de graines germés et tracer le courbe qui
correspond a la variation du pouvoir germinative.

7- Traitements statistiques

Les résultats obtenus ont subi un traitement statistique par 1’analyse de la variance a
I’aide du logiciel SPSS.
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Résultats

1- test d’Imbibition des graines en germination

L’imbibition des graines est une étape importante pour la réalisation de la germination. Ainsi la
vie latente caractéristique des différentes graines est principalement imposée par une déshydratation
extréme lors de la maturation physiologique des graines.

La germination est définit généralement par une reprise des activités déclenchée par une
absorption d’une quantité suffisante d’eau.

L’évaluation de I’imbibition de 1’eau par les graines se fait par les mesures du poids, en fonction
du temps pour tester les réponses du blé et déterminer les différentes phases de germination. Notamment
la phase stricto sensu.

Selon HELLER et al(2004), c'est une étape caractérisée par une stabilisation de I'absorption
d'eau et une forte activité enzymatique, étape essentielle pour que la germination se produise. Elle sera
également utilisée pour déterminer le moment optimal pour extraire les enzymes (alpha-amylase) et
analyser son activiteé.
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Figure 06: la quantite d'eau absorbé par les graines de mohamed ben
bachir en fonction du temps d'imbibition selon trois répitition
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Figure07 :la quantité d'eau absorbée par les graines de boussallem
en fonction du temps d'imbibition selon trois répitition

Les résultats de germination se sont déroulés suivant les courbes caractéristiques de cette étape,
ainsi au cour de la période de germination on a constaté une intense absorption d’eau.

L’analyse des résultats obtenus (fig. 6 et 7) indique que les variations de la quantité d’eau
absorbées par les graines sont fortement influencées par la nature des génotypes testés.

D’une maniere générale et concernant les deux génotype testés, la prise d’eau par les graines en
germination est importante au cour de la premiére phase du processus. Cette acuité de prise d’eau
pendant cette période se limite entre 12et 48h. On note une variation dans les niveaux d’absorption d’eau
a I’échelle de génotype testés.

Selon les courbes d'imbibition (Fig6, 7), 24 h et 48 h sont considérées comme le temps approprié
pour I'extraction de I'a-amylase.

28

—
| —



CHAPITRE V Résultats et discussion

2-L’activité des a-amylase extraites des graines mises en germination

Le travail présent dans cette partie de I'étude sur le processus de décomposition des
polysaccharides des graines en germination. L'objectif est d'estimer la synthese de I'alpha-amylase et son
activité. Nous utilisons 24 heures et 48 heures comme périodes idéales pour I'extraction enzymatique et
I'analyse de l'activité.

2-1- activité apres 24 heures de mise en germination
L’étude des résultats obtenus (Tab.04) n’affiche que la quantité de I’amidon hydrolysé en maltose
apres 24h que les variations de I’activité des enzymes extraites des graines en germination s’operent de

maniére dépendante des génotypes étudies (p<0. 01).

Tableau 04 : Analyse de variance de I’activité des a-amylases apres 24h de la mise en germination

Activité des o- Degré de liberté F P
amylases apres 24h

Génotype 5 2,59*** 0.0000
***significatif a0.1%

Les résultats obtenus par les deux génotypes indiquent qu’il existe de simple variation de leur grandeur.
(Fig. 8)
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Figure08:Evolution du taux d'hydrolyse de I'amidon en maltose chez
les deux génotype aprés 24heures de mise en germination
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Chez le génotype Mohamed ben Bachir la valeur obtenue de 1’activité amylasique est plus élevee
avec 1115,78umol/min que pour le génotype Boussallem avec 791,044pumol/min.

2-2- activité apres 48 heures de mise en germination
A la lecture des résultats obtenus, il se démontre qu’au cours de cette période de germination, la
variabilité genotypique utilisée provoque des variations notables dans le processus de I’activité des a-

amylases extraites des graines (p<0. 01).

Tableau 05. Analyse de variance de I’activité des a-amylases de graines germées apres 48h de la mise
en germination.

Activité des a- Degré de liberté F P
amylases apres 48h
Génotype 5 26,92** 0.00

**significatif a 1%

Au cours de cette phase de mise en germination les résultats de (tab 05) montrent que I’activité
enzymatique est dépendante des génotypes étudiés.

La valeur la plus élevée de I’activité amylasique s’enregistre chez le génotype Mohamed ben
Bachir avec1899, 64 umol/min contre 1468 pumol/min pour le génotype Boussallem.
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Figure 09:Evolution du taux d'hydrolyse de I'amidon en maltose chez
les deux génotype aprés 48heures de mise en germination
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2-3- Evolution de ’activité des a-amylases en fonction du temps de mise en germination

L’évolution de I’activité des a-amylases en fonction du temps de mise en germination des graines
est essentielle pour déterminer le temps optimum de I’activité enzymatique (p<0. 01).

Tableau 06 : analyses des résultats de I’activité amylasique en fonction du temps de mise en
germination.

Sources de variation F P
Temps 69.7228 0.000***
Geénotype x Temps 29.51 0.000***

*** significative a 0.01

L’analyse de résultats (Tab 06) note que I’activité des a-amylases dépend de la durée de mise en
germination des graines.
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Figurel0 : Evolution du taux d'hydrolyse de I'amidon en maltose chez
les deux génotype aprés 24 et 48 heures de germination

Pour le génotype Mohamed ben Bachir, les résultats obtenus aprés évaluations de 1’activité
amylasique montre que les graines mise en germination aprés 48 heure enregistre une valeur plus élevée
qu’apres 24h respectivement (1899,64 pmol/min, 1115,78umol/min).

Il est de méme pour le génotype Boussallem I’activité est plus intense aprés 48 h de mise en
germination 1468 pmol/min contre791, 044 pumol/min pour 24h.
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variété Boussallem aprés 24heure et 48 heures.

4-Taux des sucres solubles

L’analyse des résultats obtenus (Tab 07) montre que son élaboration est significativement

conditionnée par la nature des génotypes testes (p<0. 01).

Tableau 07 : Effet du génotype sur le teneur en sucres solubles des graines en germination.

Taux des sucres Degré de liberté F P

Génotype

9 10.97*** 0.00

***significative a 1%

L’analyse des résultats obtenus des mesures de ce parametre (Tab 07) montre que son élaboration

est significativement conditionnée par la nature des génotypes testes.
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Figure 11: Evolution moyenne de la teneur en sucre soluble des graines en
fonction de génotype.

Les résultats de la figure 11 indiquent que la teneur en sucres solubles dépend de la nature du
génotype étudié. Ainsi, cette derniere est plus élevée chez le génotype Mohamed ben Bachir avec 2.90

mg/g MS contre 2.11 mg/g MS pour le génotype Boussallem.
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5-Estimation de faculté germinative

La faculté germinative des graines s’annonce variable en fonction de la nature de génotype
expérimentée.
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Figurel2::Relation entre la faculté germinative et la nature de
génotype

Les résultats obtenus indiquant que le taux de germination des graines de génotype Mohamed ben Bachir
est plus élevé (80 %) contre (60 %) pour le genotype Boussallem.




Discussions

Discussions

La germination des graines constitue I’une des étapes fondamentales dans la croissance et
le développement des plantes. Elle représente 1’une des phases critiques, dont le mode de
réalisation conditionne la productivité des espéces cultivées. En effet, la qualité d’élaboration du
rendement dépend étroitement du déroulement de cette étape de développement de chaque espéce
(ALEI et al, 2010).

C’est une phase physiologique qui correspond a la transition de la phase de vie latente de la
graine séche a la phase de développement de la plantule. Le processus de germination débute par la
réhydratation de la graine et s’achéve par la percée de la radicule des téguments (Anzala, 2006).

Le processus d’imbibition des graines est une étape physiologique principale pour la mise en
germination des graines des différentes espéces végétale (Johanson et al,2000). Dans la pratique,
I’imbibition des graines est évaluée par la mesure de 1’évolution de leur poids. Cette derniere dépend,
inévitablement da la quantité d’eau disponible (DOV, 1972 ;HOPKINS, 2003 ; ALEI et al., 2010)

La réalisation de la phase d’imbibition des graines sembleétre essentielle dans la réalisation de la
germination caractérisée par I’apparition des radicules(Heldt, 2005 ; Mei et Song, 2008). Concernent le
blé, I’étape de I’imbibition indique que la perméabilité membranaire est optimale dans cette étude ou la
prise d’eau par les graines s’est réalisées de maniére efficace au niveau des deux génotypes testes. Ces
résultats sont confirmes par les travaux deHardegre et Emmeriche(1994).

La remobilisation des réserves glucidiques constitue une étape physiologique primordiale lors du
processus de germination des graines amylacées (Heldt, 2005). En effet ces réserves constituent les
substances €nergétiques dont le produit conditionne 1’activité et par conséquent assurer la croissance au
niveau de I’embryon (Lotan et al, 1998).

Les résultats obtenus montrent que I’activité amylasique estimé par le taux de dégradation de
I’amidon, est en fonction du génotype utilisé. Ainsi, le génotype Mohamed ben Bachir enregistre une
activité plus importante que le génotype Boussallem , avec des valeurs de1899,64umool/h et
1115,78umol/h respectivement.

La mise en germinationdans deux temps différents semble avoir un effet sur 1’activité amylasique.
Cette derniére s’avére étre plus importante apres 48 heures et cela pour les deux variétés étudiées. Ces
résultats se confirment par les travaux réalisés par Zemour (2014),

Les résultats obtenu indiquée que lateneur on sucres solubles variée seillon la nature de
génotype expérimenté ;alors que pour le génotype Mohammed ben Bachir a 4125,5umol//min contre
3874umol/min

Un augmentation de la teneur en sucres solubles assure une réle important varié selon la nature de
génotype étudiées. Ces résultats se confirment par les travaux réalisés par Zemour (2014),
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Conclusion

La phase de germination est considérée comme 1’une des phases critiques sur laquelle repose le
départ végétal, le mode de réalisation des étapes de morphogéneése ultérieure et 1’élaboration du
rendement des especes végétatives cultivées. Lorsque les conditions sont favorables 1I’embryon prend sa
croissance et la graine germe. La premiere étape de la germination est 1’absorption d’eau qui traduit une
activité amylasique pour sa germination.

L’enzyme prédominante a la dégradation de I’amidon est I’a-amylase, qui est localisée au
niveau de la couche d’aleurone des cellules.

Le travail présenté traité I’action des alpha amylase sur le déroulement du processus de la
réhydratation de la graine(l’imbibition) et la processus métabolique a la dégradation des
polysaccharides(glucose) et les sources glucidique .

Les résultats obtenus montrent que le processus d’imbibition des graines dépond de la nature du
génotype.

L’activité de 1I’alpha amylase dans le blé varie selon le nature de génotype expérimenté.

L’extrait enzymatique former par les graines mise en germination exprime 1’action de dégradation
de I’amidon différentié selon la nature de génotype étudiés. Ces conclus que la nature de génotype
provoque un effet sur la synthése et la disponibilité des alpha amylase.
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Annexe



Tableau 01 d’imbibition des graines de Mohamed ben Bachir au cour de temps

24h 48h 72h
mbb 1 0.543 | 0.656 | 0.780|0.814|0.814 | 0.963 | 0.974
2 0.572 | 0.648 | 0.746 | 0.760 | 0.760 | 0.838 | 0.853
3 0.528 | 0.616 | 0.683|0.773]0.801 | 0.861 | 0.950

Tableau 02 d’imbibition des graines de Boussallem au cour de temps

24h 48h 72h
Boussallem 1 0.508 | 0.626 | 0.734|0.750|0.780 | 0.871 | 0.890
2 0.565 | 0.674 [ 0.731]0.846|0.857 | 0.878 | 0.901

3 0.531 | 0.641 [ 0.744]0.770]0.877 | 0.906 | 0.953




